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Method for the sequential analysis of different components in a biological 
sample in a single reaction vessel, and reagents therefor. 
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Abstract of EP01 33064 

Process for combined analysis of a number of components of blood, on a single sample and in a single 
vessel, consisting in adding a first reagent to determine a component by conventional photometry and 
then adding a second reagent to determine a second component by conventional photometry, the 
reagents being chosen so that there is no interference between the different determinations. Application 
to the combined determination of cholesterol and of triglycerides, urea and glucose and of alanine 
aminotransferase and of aspartate aminotransferase employing conventional enzyme reagents involving 
the oxidation of NADH for determining the first component. 
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® Precede pour le dosage successlf de divers composarrUd'unprelevem^ 
dans une msme enceinte de reaction et reactifs utilises. 

® L'invention concarne un procfide de dosage combine de 
plusieurs elements du sang, sur un seu! echantillon et dans 
une seule enceinte consistent a ejouter un premier reactif 
pour doser par une photometric classique un element puis a 
ajouter un second reactif pour doser par une photometric 
ciassique un second element, les reactifs etent choisis pour 
qu'il n'y ait pas d'interference entre les differantes revela- 
tions. 

Application au dosage combine du cholesterol et des 
triglycerides, de I'uree et du glucose et de I'alanine amino 
j" transferase et de I'espartate aminotransferase utilisant des 
5 reactifs enzymatiques classiques mettant en jeu I'oxydation 
du NADH pour la determination du premier element. 

o 

3 

F 

L 

u 



Patent pnv\&HrtiP&igfotSmm&1&C ■ http://www.sughrue.com 



1 



C* t i> c« "0 & 4 



Procede pour le dosage successif de divers compo - 
sants d'un pr6ievement biologlque A partir d'une 
mgme prise d'essai dans une mgme enceinte de reac - 
tion et reactifa utilises . 
5 La presente invention concerne un procede pour 

doser divers constituants dans un pr616vement cor- 
porel, en n'utilieant qu'un seul echantillon du 
preifevement, de volume classique, et en ajoutant 
successivement , dans un m@me recipient, des reactifs 
10 permettant de r6v61er quantitativement chaque cons- 
tituant, lesdits reactifs etant compatibles entre 
eux, la revelation s'effectuant avec un appareil- 
lage classique. 

De nombreux proc6d6s de dosage des elements 
15 du sang sont connus, mals il est babituel d'effec- 
tuer la determination de cbaque paramfetre sur une 
nouvelle prise d'essai du s6rum 4 etudier,et dans une 
nouvelle enceinte reactionnelle , afin d f £viter tous les pro- 
blfemes dus h 1 ' incompatibility des diff Srents reactifs, ou & 
20 1' interference des methodes de mesure. 

Dans la demande de brevet FR n° 79 040 80, des 
proc6d£s de dosage photometrique de deux des compo- 
sants d'un m§me ecbantillon de serum ont ete decrits 
et cela dans le cas des triglycerides et du choles- 
25 terol, du glucose et de l'urte, de l'albumine et 

des proteines totales, de la H -glut amyltransf erase 
et de I'acide urique avec des r6actifs d6j4 connus. 
La Demanderesse a maintenant trouve de nouveaux 
reactif8, particulierement avantageux etant donn6 
30 leur stabilite et falble coQt, pour effectuer de 
telles determinations successivement sur un m€me 
echantillon et tels qu'il n'existe aucune incom- 
patibilite entre leurs composants et qu 1 aucune 
interference ne vient fausser les r6sultats de la 

7361 EU 



Patent provided by Sughrue Mlon, PLLC - http://www.sughrue.com 



2 



0133064 



mesure de l'un quelconque des param^tres ; en 
effet, on a constate que les resultats des mesures 
ne sont pas fiables quand on ajoute successlvement, 
dans un m§me echantillon, certains des reactifs 
couramment utilises pour les dosages separes et 
qu'il est necessaire de modifier leur composition 
au moins qualitative, m€me si les reactions chimi- 
quee mises en jeu dans les differentes etapes de 
revelation restent parfois les mimes. Ainsi, selon 
1' invention, on effectue le dosage photometrique 
d'un premier constituent sur un echantillon de sang 
claesique avec un reactif enzymatique classique, 
puis on ajoute dans le milieu un second reactif 
enzymatique classique, utile pour doser un second 
constituant, et simultanement au second reactif 
ou apres la premiere lecture photometrique, on 
ajoute un systeme de composes pour transformer les 
composants presents a la fin de la premiere revela- 
tion et susceptibles d'interferer dans la deuxieme 
revelation, le systime et le second reactif pouvant 
eventuellement avoir ete melanges prealablement 
pour former un r6actif unique ; on effectue la 
lecture photometrique apres addition du systeme 
et du second reactif a la longueur d'onde habi- 
tuelle pour le second reactif, qui peut ou non §tre 
dlfferente de celle de la premiere lecture, et 
ajoute eventuellement un troisieme reactif avec 
un nouveau systeme de composes pour transformer 
les composants presents a la fin de la deuxieme 
revelation susceptibles d'interferer dans la troi- 
Bieme revelation et ainsi de suite. Par "transfor- 
mer les composants" & la fin de la premiere 
revelation, on entend aussi blen la modification 
des substrata que celle des enzymes etant inter- 
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venue dans cette reaction. 

Selon 1' invention, lee reactions r6veiatrices, 
c'est-A-dire celles qui conduisent & la formation 
d'un compose dont la concentration dans le milieu 
peut 6tre deduite d'une mesure d' absorption de la 
lumiere dans 1 1 ultraviolet ou le visible, peuvent 
§tre d6j6 connues. 

Ainsi, on peut utiliser notamment l'oxydation 
enzymatique du NADH en NAD + , ou encore l'oxydation 
par le peroxyde d'hydrogene, forme de fa?on clas- 
sique par reaction enzymatique d'un constituant 
biologique du sang, d'un compost ou ensemble de 
composes, pour donner un nouveau compose absorbant 
la lumi&re dif f 6remment . 

L'invention concerne, par exemple, des proc6d6s 
de dosage combine des triglycerides et du choleste- 
rol ou de l'ur6e et du glucose, couples retrouv6s 
frequemment dans les prescriptions m6dicales ; on 
utilise comme premiere reaction de revelation, pour 
les triglycerides ou l'uree, la transformation du 
NADH en NAD* en presence d'un substrat et de 
1* enzyme correspondante et comme seconde reaction 
de revelation pour le cholesterol ou le glucose, 
l'oxydation du melange d'une amino-4-antipyrine , 
ou equivalent, avec un phenol, ou equivalent, par 
le peroxyde d'hydrogene forme in situ par reactions 
enzymatlques du cholesterol ou du glucose sanguins; 
pour supprimer les interferences, la revelation 
du second composant est effectuee, selon l'inven- 
tion, en presence d'un systeme oxydant le NADH 
gSnant, en NAD + , non interferant, et notamment 
un systeme enzymatique qui comprend par exemple 
la lactate d6shydrog6nase associee au pyruvate ou 
la glutamate d6shydrogenase associee & l'oxo-2- 
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glutarate et k l f ammoniac, ou la malate dehydroge- 
nase (ou MDH) associ6e & l'oxaloac6tate f ou encore 
un systfeme oxydant non enzymatique, tel que l'ion 
ferrique en milieu acide dans le procede selon 
I'invention, ces systemes sont ajoutes k I'echan- 
tillon de serum apres la premiere lecture photome- 
trique et avant l'addition du second reactif ou 
inclus dans le second r6actif. 

Pour le dosage combine des triglycerides et 
du cholesterol, le procede selon I'invention con- 
siste k ajouter * un 6chantillon de s6rum de 
volume habituel place dans un recipient classlque, 
un premier reactif A, de preference tamponne 
contenant : phosphoenol pyruvate, ATP, Mg ++ , NADH, 
glycerol kinase, pyruvate kinase, lipase et lacta- 
te d6shydrogenase (ou LDH), afin de determiner 
pat photometrie k 340 nm la teneur en triglyce- 
rides du s6rum, selon un principe connu en soi, 
puis k introduire dans l'echantillon ainsi traite, 
sans operation intermediate et sans changer de 
recipient, un second reactif B tamponne contenant: 
cholate, un systeme phenol amino-4 antipyrine ou 
equivalent, peroxydase, cholesterol esterase, 
cholesterol oxydase ainsi que pyruvate et lactate 
d6shydrogenase, puis k effectuer une lecture de 
1' absorption de la solution k 500 nm pour deter- 
miner la concentration du cholesterol dans le 
serum, selon un principe connu en soi. 

Selon une variante du proc6d6 de I'invention, 
on utilisera un r6actif B ne contenant pas de py- 
ruvate et lactate deshydrog6nase, mais on intro- 
duira ces deux constituants avant le reactif B 
ou 8imultan6ment k celui-ci. 

Selon une autre variante de I'invention, on 
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introduira ayec le rEactif ou avant celui-ci, comme 
systEme additionnel un mElange glutamate dEshydro- 
gEnase et oxo-2 glutarate en milieu ammoniacal ou 
un mElange malate dEshydrogEnase et oxaloacEtate 
5 ou encore dee ione ferriques en milieu acide. 

Les quantity utilisEes des rEactifs classiques 
sont avantageusement ceux gEnEralement utilisEs 
dans les dosages sEparEs. 

La quantity de systEme additionnel depend 
10 essentiellement de la quantity de premier rEactif 
introduit ; il doit Stre au moins en quantity suf- 
fisante pour transformer les constituants du premier 
rEactif qui n'ont pas rEagi au cours de la rEvEla- 
tion ; dans le cas du systEme enzymatique, on peut 
15 en utiliser un net excEs Jusqu'E 100 fois plus et, 
avantageusement 10 Equivalents molaires du substrat 
choisi par rapport au NADH introduit avec le premier 
rEactif, la quantity correspondante d' enzyme s'en 
dEduisant de fa^on habituelle pour le spEcialiste. 
20 Pour le dosage combing de I'urEe et du glucose, 

le procEdE selon 1* invention implique I 1 utilisation 
d'un rEactif C contenant : oxo-2 glutarate, NADH, 
ADP, glutamate dEshydrogEnase et urEase et un rEac- 
tif D contenant : un systEme phEnol amino-4 antipy- 
25 rine ou Equivalent, glucose oxydase, peroxydase 
ainsi que pyruvate et lactate dehydrogenase , ces 
deux derniers composes pouvant 8tre aussi ajoutEs 
sEparEment avant la seconde Etape de rEvElation; 
les lectures photomEtriques sont effectuEes succes- 
30 sivement E 340 et 500 nm. 

L' invention concerne aussi le dosage combine 
des enzymes alanine aminotransf Erase et aspartate 
aminotranBf Erase, mettant aussi en jeu l'oxydation 
enzymatique du NADH en NAD ; on utilise comme 
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premiere etape du dosage, la revelation de 1' ala- 
nine aminotransferase (ou TGP) par les reactions 
suivantes : 

TGP 

L-analine + oxo-2-glutarete pyruvate + l-glutamate 

•4. J HH 

pyruvate + NADH + fT L-lact«te + NAD 

et comme aeconde 6tape du dosage, la relation 
de 1' aspartate aminotransf 6rase (ou TGO) par les 
reactions suivantes : 

TGO 

L-aspartate+oxo-2-glutarate oxaloac^tate + L-glutamate *' 

+ ^ MDH 

oxaloace§tate + NADH + H ^ L-malate + NAD 

et pour supprimer les interferences, la seconde 
6tape est effectu6e en pr6sence d'un inhibiteur 
de la lactate dehydrogenase, qui la transforme 
en un compose inapte k catalyser la reaction du 
NADH sur le pyruvate, de telle sorte que seule ait 
lieu la reaction du NADH sur l'oxaloac6tate form* 
par la TGO k doser. 

La premiere lecture photom6trique k la fin de 
la premiere fetape est effectu^e avec un apparell 
classique k 340 nm ; la variation de la density 
optique observe au cours de la r6action est pro- 
portionnelle & la quantity de NADH transforms, done 
de pyruvate form6 et r6v61e la quantity de TGP 
pr6sente dans l'6chantillon - la deuxi6me lecture 
photom6trique,4 340 nm indique la quantity de NADH 
transform^ par reaction avec l'oxaloacfetate, dont 
la quantity est proportionnelle k celle de TGO 
prfesentedans l ! 6chantillon. 

Les ensembles de rfeactifs utilises dans le 
proc6d6 selon 1" invention sont un autre objet de 
1' invention. 

Ces ensembles sont composes de plusieurs r6ac- 
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tifs ; un premier rgactif classique, pour doser 
un premier constituant du sang et un second r6actif 
convenablement choisl pour doser un second cons- 
tituant et qui contient un syet6me additionnel 

5 comprenant des composes pour transformer les cons- 
tituants resultants de la premiere revelation sus- 
ceptibles d'interferer avec la seconde, ce systeme 
additionnel peut se presenter sous la forme d'un 
r6actif s6par6. 

10 Les differents r6actifs des ensembles pour le 

dosage combing des constituants du sang sont sta- 
bles et peuvent Stre pr6par6s a l'avance, ce qui 
est un autre avantage de l 1 invention. 

Le procgde et les ensembles de reactifs selon 

15 1 9 invention conviennent aussi bien pour les dosages 
manuels que pour les dosages automatiques. Ce 
proc£d& combing est d'autant plus int6ressant que 
les clinicians demandent f r6quemment de determiner 
£ la fois le taux sanguin des triglycerides et du 

20 cholesterol ou celui de l'urge et du glucose ou 
encore celui des deux enzymes : alanine amino 
transferase et aspartate amino transferase.il est 
m§me parfaitement concevable d'associer un nouveau 
reactif k chacun de ces ensembles pour permettre 

25 la determination des trois composants frequemment 
demand6s simultangment lors d'un m@me bilan sanguin 
tels que, par exemple : 

- triglycerides, cholesterol et phosphoiipides 

- ur6e t glucose et urates. 

30 Le procede selon 1* invention present e de nom- 

breux avantages : un volume limite d'echantillon 
de sang est utilise pour chaque bilan puisqu f il 
n'est pas sup6rieur * celui habituellement n6ces- 
saire pour doser un seul parametre, mais aussi le 
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10 



15 



20 



25 



30 



nombre des manipulations est r6duit et on utilise 
beaucoup moins de petit materiel d'analyse (cuves, 
pipettes....) ce qui represente 6videmment une 6co- 
nomie de coQt sensible, que ce petit materiel soit 
& usage unique ou non. 

Dans ce qui suit, des exemples de realisation 
de I 1 invention, non limitatifs sont exposes. 

Dans tout le texte, par NAD, on entend le nico- 
tinamide adfemine dinucieotide, tandis que par NADH 
on entend son derive de reduction. 
EXEMPLE 1 : Dosage combine des triglycerides et 
du cholesterol. 
On utilise un r6actif A compose des produits 
suivants en solution aqueuse : 
Mg ++ (sous forme de MgS0 4 ) 
NADH 

ATP (adenosine triphosphate) 
Phospho6nol pyruvate de sodium 
Glycerol kinase 
Pyruvate kinase 
Lipase 

Lactate deshydrogenase 

Tampon phosphate (pH - 6,7) 
ainsi qu'un r6actif B, compose des produits sui- 
vants en solution aqueuse : 

Phenol 

Cholate de sodium 
Amino-4 antipyrine 
Peroxydaee 
Esterase 

Cholesterol oxydase 
Pyruvate de sodium 
Lactate deshydrogenase 
Tampon phosphate (pH ■ 6,5) 



4 mmol/1 
0,28 mmol/1 
0,43 mmol/1 
0,97 mmol/1 
% 400 U/l 
^600 D/l 
£200 000 U/l 



^ 1000 D/l 
20 mmol/1 



26 mmol/1 
2,4 mmol/1 
0,5 mmol/1 
>2000 D/l 
^ 300 D/l 
7/ 140 D/l 

10 mmol/1 
^1000 D/l 
100 mmol/1 



35 
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Dans un recipient habituel, on introduit 
20 JJL du serum & etudier puis 1 ml du reactif A . A- 
prfes 5 minutes environ d'incubation & 37°C, on lit 
l'absorption de la solution h 340 nm. 
5 On deduit la concentration du serum en tri- 

glycerides de la difference entre l'absorption ain- 
si mesuree et celle d'un temoin, en se referant & 
un etalon. 

Aprfes cette premifere lecture, on introduit 
10 dans le mfime recipient 1 ml du reactif B; aprfes 5 

minutes environ d'incubation b 37°C on lit 1'absorp- 
tion h 500 nm environ. On deduit la concentration du 
serum en cholesterol de la difference entre l'absorp- 
tion ainsi mesuree et celle d'un echantillon temoin, 
15 sans serum, en se referant d'un etalon. 
Resultats : 

On a applique la methode combinee precedem- 
ment decrite & differents serums et sur le mfime pre- 
lavement snaguin, on a aussi dose separement, le cho- 
20 lesterol et les triglycerides par des methodes clas- 
siques, c'est-fc-dire sur deux echantillons diffe- 
rents du preifcvement, 

Les resultats des dosages sont indiques 
dans le tableau ci-dessous. 
25 cholesterol 

triglycerides methode methode 

classique combinee 



2 g/1 2,26 g/1 2,19 g/1 

2 g/1 4,02 g/1 4,05 g/1 

30 5 g/1 1,80 g/1 1,85 g/1 

5 g/1 4,25 g/1 4,34 g/1 

EXEMPLE 2 

Dosage combine de l ! uree et du glucose. 

On utilise un reactif C, compose des pro- 
35 duits suivants, en solution aqueuse : 
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NADH 

oxo-2-glutarate de sodium 

ADP (adenosine diphosphate) 

glut am ate dehydrogenase 

5 urease 

tampon triethenolamine 
(pH = 7,9) et un rdactif D : 

phenol 

amino-4-antipyrine 
glucose oxydase 

10 peroxyd6se 

pyruvate de sodium 
lactate deshydroggnase 
tampon phosphate (pH=7,3) 

On introduit 10 & 20 ^JU du serum k etudier 

15 dans un recipient, la quantity etant fonction de 
l'eppareil de mesure, puis 1 ml du reactif C. On 
fait une mesure b 350 nm de Involution de 1'absorp- 
tion de la solution h 37°C (lecture cinetique) et 
on en deduit la concentration du serum en urge par 

20 la methode classique, puis on introduit dans le re- 
cipient 1 ml du rSactif D, et aprfcs 10 minutes en- 
viron d'incubation h 37°C, on lit l'absorption de 
la solution h 500 nm, ce qui permet de calcuter la 
concentration en glucose du serum. 

25 On a applique la mgthode combinee prgcgdem- 

ment decrite k differents serums et sur le m6me pre- 
Ifevement sanguin mais d'autres echantillons, on a 
dose sgparement l'uree et le glucose par des metho- 
des classiques (deux echantillons diff6rents). 

30 Les resultats des dosages sont donnes dans 

le tableau ci-dessous. 



0,33 mmol/l 
13,7 mmol/l 
1,2 mmol/l 
} 250 U/1 
^4000 U/1 

75 mmol/l 
26 mmol/l 
0,5 mmol/l 
^30000 U/1 
^2000 U/1 

10 mmol/l 
Vl500 u/1 
100 mmol/l 
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ur ^e glucose glucose 

me'thode classique methode combined 

°»39 g/1 1,00 g/1 0,99 g/1 

5 1.0 9/1 2,47 g/1 2,46 g/1 

0,26 g/1 0,70 g/1 0,68 g/1 

!' 85 9/1 4,31 g 4,30 g/1 

EXEMPLE 3 

Dosage combine 1 de, l'snaline aminotransferase et de 
10 1' aspartate amino transferase. 

On utilise un premier rSactif ayant la com- 
position suivante, classique pour le dosage de la 
TGP : 

(solution aqueuse) 
15 NADH 0>1 M0l/1 

LDH 1100 UI/1 

L-analine 800 mmol/1 

oxo-2-glutarate de sodium 18 mmol/1 

tampon phosphate (pH=7,4) 80 mmol/1 

20 et un second rSactif pour la TG0 de composition : 
NADH 0,18 mmol/1 

MDH 600 UI/1 

L-aspartate de sodium de 5 & 50 mmol/1 

oxo-2-glutarate de sodium 12 mmol/1 

25 acide oxamique (sel de sodium) de 5 & 50 mmol/1 
tampon phosphate (pH=7,4) 80 mmol/1 

Les rSsultats obtenus en appliquant ce pro- 
cid€ combing en un proc6di§ classique, dans lequel le 
dosage des deux elements a 6t6 effectuS sur deux 
chantillons du sang sont indiqu^s dans le tableau I. 
On constate que le proc6d£ selon 1' invention donne 
un rSsultat tout b fait comparable aux mdthodes clas- 
siques pour le dosage de la TG0, les r^sultats pour 
la TGP 6tant Svidemment identiques puisqu ' ef f ec- 
35 tu6s dans les conditions habituelles. 



30 
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ACTIVITES TGO MESUREES (en UI/1) 





Echantillon : 
N° : 


Proc6d£ : 
clasBlque : 


Proc6d6 de : 
l'exemple 5 : 


• 

: 


1 : 


28 : 


28 : 


• 
• 

i 


2 : 


28 : 


28 : 




: 








3 : 


29,5 : 


28 : 




4 : 


32,5 | 


31,5 ! 




5 : 


30 : 


30 




0 « 


78 i 


77 




7 : 


53 : 


57,5 




B : 


: 33 : 


32 


: 


9 


: 61 : 


70 




10 


\ 57 : 


59 




i 11 


i 13 i 


! 14 


\ 


i 

! 12 


: 53 « 


! 59 






: : 




\ 13 


: 124 


: 119 




• 14 


1 37 


\ 37 


: 


: 






: 15 


: 48 


i 47 






: 


: 




• 16 


: 15 


: 14 


: 


i 






: 17 


: 20 

• 


: 19 




: 18 


j 41,5 


: 45 




: 19 


: 15 


i 14 




1 20 


i 16 

• 


i 14 




: 21 


i 13 


: 10,5 




: 22 


t 

i 17 

• 


: 14 




\ 23 


i 23 


i 23 



Une analyse statistique des r^sultats figurant dans le tableau I 
a donn6 un coefficient de correlation de r = 0,993 et une droi- 
te de rSgrestfitert pyv&HKOyWtf"*? f W - http://www.sughrue.com 
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RBVEKDICATIOMS 

1. Proc6d6 de dosage de plusieurs constituants 
sanguins sur un seul 6chantillon de sang consistant 
a ajouter un premier r6actif pour mesurer la con- 

5 centration d f un premier constituant par une m6thode 

photometrique classique puis & ajouter un second 

rSactif pour mesurer la concentration d'un second 

constituant par une m6thode photom6trique classi- 

que et ainsi de suite, caract6ris6 en ce que les 

ait 

10 r6actifs sont choisis pour qu'il n'y/pas d'inter- 
f6rence entre les r6v61ations des diff6rents cons- 
tituants, 

2. Proc6d6 selon la revendication 1, caract6ris6 
en ce qu ! on utilise un premier r6actif enzymatique 

15 classique et un deuxifcme r£actif enzymatique clas- 
sique auquel on ajoute un systfeme de composes pour 
transformer les composants presents & la fin de 
la premiere r6v61ation et susceptibles d'interf6- 
rer dans la deuxifime r6v61ation. 

20 3. Proc6d§ selon les revendications 1 et 2 dans 

lequel on effectue une premi&re mesure photomS- 
trique qui d6pend de l'oxydation enzymatique du 
NADH en NAD + et une seconde, de l'oxydation d'un 
melange d'amino-4 antipyrine,ou analogues, et d'un 

25 ph6nol, substitu* ou non, par le peroxyde d'hydro- 
g6ne form6 in situ par reaction enzymatique, carac- 
t6ris6 en ce que, simultan6ment ,ou avant ce deuxigme 
r6actif classique, est ajout6 au milieu r6actionnel 
un ensemble de composes formant un syst^me oxydant 

30 du NADH. 

4. Proc6d6 selon l'une quelconque des revendi- 
cations pr6c6dentes, caract6ris6 en ce que le sys- 
t6me oxydant est un syst^me enzymatique, 

5. Proc4d6 selon la revendication 4, caract£- 
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rise en ce que le systeme enzymatique est choisl 
parml la lactate d6shydrog6nase associee au pyru- 
vate ou la glutamate d6shydrog6nase associee 4 
V oxo-2 glutarate et 1 'ammoniac, ou la malate 
dehydrogenase associee 4 l'oxaloac6tate. 

6, Proc6d6 selon. I'une des revendlcations 1 

4 3, caracterise en ce que le systeme oxydant est 
non-enzyma t ique . 

7. Proc6de selon la revendicatlon 6, caracterise 
en ce que le syst6me oxydant est le melange Fe 3+ 

et H + . 

8. Proc6d6 selon l'une quelconque des revendlca- 
tions pr6c6dentes pour le dosage combine des tri- 
glycerides et du cholesterol, dans lequel on ajoute 
4 l'6chantillon de serum un premier reactif 4 base 
de HADH, ATP, Mg ++ , phospho6nol pyruvate, glycerol 
kinase, pyruvate kinase, lipase et lactate d6shy- 
drogenese et fait une lecture photometrique 4 

340 na environ pour determiner les triglycerides, 
caracterise en ce que le deuxi4me r6actif est 
ajoute apr6s la lecture et qu f il est 4 base de 
cholate, amino-4 antipyrine, phenol, peroxydase, 
cholesterol esterase, cholesterol oxydase et en 
ce qu'avant ou simultan6ment au deuxieme r6actif, 
on ajoute un systeme oxydant du NADH et que l'on- 
effectue la determination du cholesterol par lec- 
ture photometrique 4 500 nm environ. 

9, Proc6d6 selon l'une des revendicatlons 1 

4 7 pour le dosage combine de l'ur6e et du glucose 
dans lequel on ajoute 4 l'6chantillon 4 doser un 
premier r6actif 4 base de NADH, ADP, oxo-2 gluta- 
trate, glutamate deshydrogenase et urease et deter- 
mine l f uree par photometrie 4 340 nm, caracterise 
en ce que l'on ajoute dans le milieu, apr4s la 
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lecture, un deuxifeme reactif qui contient de 
l'amino-4 antipyrine, un phenol, de la glucose 
oxydase, de la peroxydase et en ce qu'avant ou 
8lmultan6ment a celui-cl, on ajoute un systeme 

5 oxydant du NADH, et que 1'on determine le glucose 
par photom6trie & 500 nm environ. 

10. Proc6de selon la revendication 1 ou 2, dans 
lequel on effectue le dosage combing de 1' alanine 
amino transferase et de 1" aspartate amino transfe- 

10 rase par addition d'un premier r6actif qui comprend 
de la L-alanine, de l'oxo-2 glutarate, du NADH 
et de la lactate d6shydrogenase et lecture photo- 
metrique & 340 nm environ puis par addition d'un 
second r6actif qui comprend du L-aspartate, de 

15 1 '0x0-2 glutarate, du NADH et de la malate d6shy- 
drogenase, suivie d'une lecture photometrique & 
340 nm environ, caract6ris6 en ce que le second 
r6actif comprend en outre un inhibiteur de la lac- 
tate dehydrogenase . 

20 11. Proc6d6 selon la revendication 10, carac- 

terise en ce que 1' inhibiteur est choisi parmi 
1'acide oxamique et l'acide oxalique. 

12. Procede selon l'une quelconque des revendi- 
cations pr6c6dentes, caracterise en ce que le6 

25 r6actif8 classiques sont tamponn6s. 

13. Ensemble de reactif s pour le dosage combine 
par photom6trie classique des constituants du sang 
par un procede selon l'une quelconque des revendi- 
cations lou 2. 

30 14. Ensemble de reactif s pour le dosage combine 

des triglycerides et du cholesterol par un procede 
selon l'une quelconque des revendications 14 8 
et 12. 

15. Ensemble de reactifs pour le dosage combine 
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de l'ur6e et du glucose par un proc*d* eelon l'une 
quelconque des revendications 1 A 7, 9 et 12. 

16. Ensemble de riactifs pour le dosage combine 
de l'alanine amino transferase et de I'aspartate 
5 amino transferase par un proc6de selon l'une quel- 
conque des revendications 1, 2 et 10 A 12. 



i 
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